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1 

MEDICAMENTS UTILES POUR LE TRAITEMENT 

DES TROUBLES DE LA REGULATION DE LA 
MASSE ADIPEUSE ET DES MALADIES ASSOCIEES 
AUX TROUBLES DE LA PRODUCTION DE LEPTINE 

5 

La pr&ente invention se rapporte a des medicaments destines au 
traitement des troubles de la regulation de la masse adipeuse et des maladies associees 
aux troubles de la production de leptine. 

Les adipocytes sont consideres comme jouant un role cle dans le 

10 controle de la masse corporelle, aiissi bien dans les cas normaux de ce contrdle du 
poids que dans les cas pathologiques, ou existe un deregiement de ce contrdle, 
notamment en cas d 1 augmentation de la masse graisseuse (obesitg) ou en cas de 
diminution de cette masse graisseuse (cachexie). Cependant peu d' informations 
existent sur les facteurs qui regulent la bioiogie des adipocytes, en pardculier sur ceux 

1 5 qui interviennent dans la formation de la graisse . 

L'obesite est une maladie chronique dont les consequences sur la 
sante sont importantes et dont la frequence a travers le monde est en pleine expansion 
(Hill J.O. et al (1998), Science, 280, 1371-1374). Parce que Fob&ite rfsulte d'un 
desequilibre de la balance energ£tique et que les adipocytes sont consideres comme le 

20 she principal de stockagc et de mobilisation de Fenergie, de nombreuses etudes ont 6te 
realisees pour comprendre la bioiogie des adipocytes. 

Les etats cachectiques, caracterises par la perte du tissu adipeux et de 
la masse musculaire squelettique, sont observes en cas d T infections, de SID A et chez 
la moitie des patients atteints d'un cancer. Ces modifications ne peuvent pas 

25 s'expliquer seulement par Fanorexie observee dans ces maladies puisqu'un 
complement nutritionnel seul, ne suffit pas a inverser ce processus de perte de poids. 
Une augmentation de la consommation d'energie au repos pourrait contribuer k cette 
perte de poids chez certains patients cancereux et pourrait expiiquer 1' augmentation de 
Foxydation de la graisse. II a ete suggere, que des facteurs circulants comme les 

30 cytokines, le TNF-a (facteur de necrose tumorale a), les interleukines-1 et -6 et 
F interferon y pourraient etre des midiateurs intervenant dans la cachexie ; toutefois, a 
ce jour aucune etude en laboratoire ou en clinique ne permet de prouver que ces 
differents facteurs pourraient jouer un role dans la cachexie chez Fhomme et que 
Faction des cytokines a elle seule pourrait expiiquer le mecanisme complexe de pene 

35 de poids. due k la cachexie observee dans les cancers et le SIDA (Argiles J. M et al, 
(1997). Faseb, 11. 743-751 ; Tisdale M. J., (1997), J. Natl ; Cancer Inst , 89, 1763- 
1773). 
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De meme aucun lien n'a ete mis en evidence entre les taux 
plasmanques de leptine et les etats cachectiques alors que cette hormone impliquee 
dans l'obesite est secretee par les adipocytes (Leroy P. et ah (1996), J. Biol Chem 
271, 2365-2369) 

* La differenciation adipocytaire (ou adipogenese) fait intervenir 

plusieurs facteurs transcriptionnels, en particulier des facteurs de la famille des C/EBP 
(CCAAT/enhancer binding proteins) et des PPAR (peroxisome proliferator-activated 
receptors), amsi que des facteurs de la famille des prolines a motif HLH (helice- 
boucle-helice). 

10 U Ration de I'activite de ces facteurs transcriptionnels par 

certams agents, conduit a la modulation de la differenciation adipocytaire. Ainsi 
certains agents favorisent la differenciation adipocytaire (action adipogenique) 
d'autres inhibent la differenciation adipocytaire (action anti-adipogenique), d'autres,' 
enfm, peuvent avoir les deux types d'action. 

1 5 Parrni les agents anti^adipogeniques, on trouve les deux formes d'une 

cytokine, le TNF-a (fecteur de necrose tumorale a) qui inhibe l'expression de C/EBPa 
et de PPARy2 (Peroxisome Proliferator Activated Receptor v2) et le TNF-p (fecteur 
de necrose tumorale P) qui previent la differenciation adipocytaire ind6pendamment 
de son effet mitogenique (Loftus T.M. et al., Curr. Opiti. Genet. Dev. (1997) 7 603- 

20 608). ' 

Des etudes realisees sur les adipocytes ont montre esalement que les 
adipocytes secretent le TNF-a et une autre cytokine multifonctionnelle, lTL-6, 
(mterleukine-6) qui sembleraient ainsi jouer un role dans la regulation de l'entree des 
acides gras dans le tissu adipeux et dans leur metabolisme (Fried S.K. et al., J. Clin 
25 Endocrinol. Metab. (1998), 83, 847-850). 

Cependant, a l'exclusion du TNF et de 1TL-6, qui sont des cytokines 
a action tres generale, aucune etude, a ce jour, n'a montre que d'autres mediateurs de 
l'lnflammation intervenaient dans la differenciation adipocytaire, ou etaient secretes 
par les adipocytes. 

30 La synthase des cytokines se fait de novo lots d'une activation 

cellulaire et elles agissent en se fixant sur des recepteurs specifiques, possedant une 
seule region transmembranaire et lies a des kinases intracellulaires. Leur action 
s'exerce le plus souvent localement (action paracrine ou autocrine), mais elles peuvent 
egalement agir a distance (action endocrine). 

35 Parmi les mediateurs inflammatoires, on trouve des cytokines 

chimiotactiques, appelees chimiokines, qui sont connues pour jouer un rdle important 
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dans la transition perivascular et I'accumulation des leucocytes au site du 
dommage tissulaire. 

On distingue quatre classes de chimiokines selon la distance qui 
extste entre les deux premiers des quatre residus cysteine entrant dans la formation des 
' P° nts disulfures, les dites classes sont : 

- les or-chimioidnes (CXC), comme l'interleukine-8 (IL-8) SDF1 
{stromal cell derivated factor), GRO {melanoma growth-stimulating activity) et IP-10 
{interferon-y inducible 10 K Da protein), 

a**»- Achimi0kineS <- CC >> conune RANTES (regulated-upon- 

acnvanon, normal T-cell expressed and secreted), MlP-lct, MP-ip et MLP-2 
{macrophage inflammatory proteins) et MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4 et MCP-5 
{monocyte chemotactic protein), 

- les ^chimiokines (C), comme la lymphotactihe et 

- les ^chimiokines (CX 3 C), comme la neurotactine. 

Ces chimiokines agissent egalement en se fixant sur des recepteurs 
qui possedent 7 regions transmembrane et sont lies a la proteine G. 

En plus de leur role bien etabli en tant que mediateurs de 
mflammauon, on a montre recemment (P. Proost et al, Int. J. Clin. Lab. Re, (1996), 
26, 1-223) que les chimiokines avaient en fait des fonctions biologiques beaucoup 
Plus larges, comme par exemple des propriety de regulateur de croissance et 
d angtogenese. De meme on a montre qu'elles interviennent egalement dans le 
developpement des systemes immunitaire, circuiatoire et nerveux central. 
R Horuk, Nature (1998), 393, 524-525). Toutefois, aucune etude n'a encore montre 
que les chmuokines pouvaient exister dans les adipocytes et avoir un role important 

Or, les Inventeurs ont montre, de maniere sutprenante, que les 
chmuokmes independamment de leur r61e anti-inflammatoire, pouvaient jouer un r6Te 
dans la regulation de la biologie des adipocytes. 

Les adipocytes representent les 3/4 des cellules du tissu adipeux les 
autres cellules etant essentiellement des cellules precurseurs, en particulier 'des 
P^pocytes (cellules saris lipides). Le tissu adipeux joue un role central dans le" 
console de lequilibre energetique de IWganisme. Les principles fonctions sont le 
stockage des reserves enersetiques sous fonne de triglycerides et leur mobilisation 
sous .forme d'acides gras Ubres ; de plus, le developpement excessif de la masse 
aapeuse observee au cours de I'obesite feit a la fois intervenir une hypertrophie et une 
hyperplasie cellulaire. Bien que le developpement du tissu adipeux blanc ait lieu 
essentiellement en periode post-natale, une augmentation de la population 
adipocyte, a partir du recrutement de precurseurs cellulaires presents dans la 
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fraction vasculaire du stroma de ce tissu, peut aussi survenir. 

Aussi, les composes qui pourraient inhiber la proliferation des 
preadipocytes et/ou empScher 1'accumulation des lipides dans les adipocytes et/ou 
modifier la production de leptine, pourraient Stre utiles pour la preparation de 
med IC aments utiles dans le traitement des troubles de la regulation de la masse 
adipeuse. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir 
a des medicaments destine* au traitement des troubles de la regulation de la masse 
ad.peuse, notamment en cas d'obesite, de cachexie, d'anorexie, de diabete et 
d hyperlipidemie et au traitement des maladies associees a des troubles de la 
production de leptine, notamment en cas d'hypogonadisme. 

La presente invention a pour objet Utilisation des ligands des 
recepteurs des a-chimiokines et des 0-clunuokines pour la preparation dun 
medicament destine au traitement des troubles de la regulation de la masse adipeuse 
notamment en cas d'obesite, de cachexie, d'anorexie, de diabete et d'hyperlipidemie ct 
au traitement des maladies associees a des troubles de la production de leptine, 
notamment en cas d'hypogonadisme. 

Au sens de la presente invention, on entend par ligand des recepteurs 
de chimiokines, aussi bien les ligands naturels que les analogues synthetiques. 

Selon un mode prefere de realisation de Invention, on utilise des 
ligands des recepteurs de 1U-8. 

Selon un autre mode preffre" de realisation de 1'invention, on utilise 
des hgands choisis dans le groupe constitue par les ligands des recepteurs de MCP-I et 
MlP-la. 

Lors de leurs travaux, les Inventeurs ont montre : 

" que des cuItures Primaires de preadipocytes Wanes humains-St 

d adipocytes Wanes humains expriment les ARNm de certaines chimiokines et de leurs 

recepteurs et que cette expression peut-ete regulee par le TNFa, 

- que 1'expression : des ARNm de ces chimiokines, des ARNm de 
leurs recepteurs et des chimiokines elles-memes est modifiee lors de la differenciation 
adipocytaire, 

- que le tissu adipeux brun exprime les ARNm de certaines 
chimiokines et de leurs recepteurs, 

- que des recepteurs de chimiokines sont presents dans le tissu 
adipeux Wane humain et qu'un traitement par les chimiokines conduit a une 
diminution de la masse graisseuse, 

- que ces chimiokines induisent une diminution du degre de tyrosine 
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phosphorylation dans les adipocytes differences et sont capables d'inhiber 
1'augmerition du degre de tyrosine phosphorylation induit par l'insuline, dans ces 
cellules, 

- que ces chimiokines diminuent 1'expression du recepteur PPARy et 

- que MlP-la augmente le taux de leptine dans les cultures 
d'adipocytes blancs humains. 

Ainsi, les preadipocytes blancs humains en culture primaire 
expriment les ARNm de MCP-1, IL-8 et MlP-la ; 1'expression de 1'ARNm de MCP-1 
n'est pas modifiee lors de la differenciation des preadipocytes, alors que les 
expressions de I'ARNm de EL-8 et de MIP-la sont diminuees dans les adipocytes, 
comparativement aux preadipocytes. 

Le TNFcc augmente 1'expression des ARNm de l'IL-8, fvflP-a et de 
MCP-1 dans les cultures primaires d'adipocytes alors qu'il n'a pas d'effet sur 
1'expression des ARNm de ces cMmiokines dans les preadipocytes. 

Le recepteur adrenergique 03 (p3 AR) est specifiquement exprime 
dans les adipocytes ou il intervient dans la regulation de la lipolyse et de I'adipogenese 
(Strosberg A. D. et al. (1996) Trends in Pharmacological Sciences 17, 373-381). De 
plus une mutation naturelle de ce recepteur a ete associee a une obesite morbide 
(Strosberg A.D. et al (1997) Trends in Pharmacological Sciences 18, 449-454). 
Compte tenu de ce role des p3 AR dans la regulation des fonctions des adipocytes, les 
Inventeurs ont recherche si l'addition d'isoproterenol, agoniste des (33. AR modifiait 
1'expression des ARNm des chimiokines elles memes ou celle des ARNm de leurs 
recepteurs. Dans ces conditions, 1'expression de I'ARNm de l'IL-8 est stimulee par 
l'addition d'isoproterenol dans le milieu de culture. 

Le niveau d'expression de ces chimiokines au cours de la 
differenciation des adipocytes est correle a celui de leur ARNm et le niveau 
d'expression de MIP-a est plus faible que celui de l'IL-8 et de MCP-1. 

En outre, 1'expression des ARNm de certains recepteurs (CXCR1, 
CXCR2, CCR2, CCR5) augmente lors de la differenciation adipocytaire. 

Dans ces conditions, et de maniere inattendue, 1'expression des 
recepteurs des differentes chimiokines dans les adipocytes est etroitement correlee a la 
presence de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme. 

L'incubation d'adipocytes blancs humains, en presence de l'IL-8, de 
MCP-1 et de MIP-lcc, conduit a une diminution du contenu lipidique de ces 
adipocytes. 

L'incubation d'adipocytes humains differencies, en presence d'IL-8, 
de MCP-1 et de MlP-la induit une diminution du degre de tyrosine phosphorylation 
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dans ces cellules, ainsi qu'une diminution de J'expression du recepteur PPRAy, qui 
joue un role essentiel dans Tadipogenese. 

De plus, ces chimiokines sont capables d'inhiber 1'augmentation du 
degre de tyrosine phosphorylation induit par l'insuline, dans les adipocytes humains 
differencies. 

De maniere surprenante, les Inventeurs ont done montre que les 
ehixniokines IL-8, MCP-1 et MBP-la sont eapables d'antagoniser les aetions de 
l'insuline et d'inhiber I'adipogenese. 

De plus, alors que l'incubation d'adipocytes Wanes humains en 
presence de 1TL-8 et de MCP-1 ne modifie pas la production de leptine par' les 
adipocytes et ce quelque soit le stade de differenciation, l'incubation d'adipocytes en 
presence de MP-la, conduit a une augmentation de la production de la leptine. 

La presents invention a egalement pour objet un precede de 
detection de la capacite d'une molecule a se comporter comme un ligand vis-a-vis des 
recepteurs de chimiokines portes par- les preadipocytes et les adipocytes, caracterise en 
ce-qu'il comprend : 

- la raise en contact de la molecule avec des preadipocytes ou des 
adipocytes portant des recepteurs de chimiokines, dans des conditions qui permettent 
la formation d'une liaison entre au moins un recepteur des chimiokines et ladite 
molecule, des lois qu'elle s'avdrerait effectivement posseder une affinite pour ce 
recepteur, et 

- la detection de la formation d'un complexe du type ligand-recepteur 
par des moyens physiques ou chimiques. 

Cette detection peut etre rialisee par tout moyen classiquement 
utilise, notamment par l'utilisation de ligands radiomarques, par inimunocytochunie 
par fluorescence, ou par mesure du signal transductionnel (activated sigHSl 
transduction pathways): 

Un tet precede permet la selection de ligands specifiques des 
differents recepteurs des chimiokines exprimes dans les preadipocytes et les 
adipocytes, lesdits ligands agissant en outre sur la regulation des fonctions 
adipocytaires, en particular sur la differenciation adipocytaire, la formation des lipides 
et la production de leptine. 

La presente invention a egalement pour objet un procede pour 
1'etude des recepteurs des chimiokines exprimes par les preadipocytes et les 
35 adipocytes, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la raise en contact de ligands determines avec des preadipocytes ou des 
adipocytes, et 
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- la detection de la formation d'un compiexe du type ligand-recepteur par 
desmoyens physiques ouchimiques. 

UI.W . Cette d ' teCti ° n ^ ^ ,WWc Par WUt m °y en classiquement 
5 22 ^ P " rUtiHSati ° n ^ lig3nd " dtoB ^ ^ ^cytochunie, par 

^zzr ou par mesure du signai transducti ° nnei ^ ^"cL 

Un tel procede pennet d'etudier la pharmacologie des recepteurs de 
^okmes unpliques dans la regulation des fonctions adipocytaires, en particulier 
d*ns la differenaatron adipocytaire, la formation des lipides et .a production de 
lep^ne, d.dendfier des ligands ayant une meUleure afGnite pour ces recepteurs et de 
mettre au point des medicaments actifs dans le traitement des troubles de la regulation 
de la masse adipeuse, notamment en cas d'ob6site, de cachexie, d'anorexie, de diabete 
et d nyperhpidemie. 

I'M. a a , ^ Pr&eDte inVenti ° Q a ^ emeQt P<™ objet un procede pour 
1 etude de la capacite d'un Iigand des recepteurs des chimiokines exprim* par les 
adxpocytes, a modifier I'accumuladon des lipides dans lesdits adipocytes, caracterise 
en ce qu u comprend : 

- la mise en contact du ligand a etudier avec des adipocytes et 

- la detection de la formation des lipides dans lesdits adipocytes par 
desmoyens physiques ouchimiques. 

oriiw > Cette d ' teCti0n **** Par toUt m °y en classiquement 

utmse, notamment par marquage au Oil Red O. selon la methode decrite par 
Ramirez-Zacanas J.L. et al. (1992), Histochemistry, 97, 493-497). 

H,-fF- . Un Pr ° C ^ Permet dC seIectionner ^ ligands specifies des 

dtfferents recepteurs des chimiokines exprimes dans les adipocytes, lesdits ligands 
agissant sur la formation des lipides dans lesdits adipocytes et de mettre au point dTs 
memcaments actifs dans le traitement des troubles de la regulation de la masse 
adipeuse, notamment en cas d'obesite, de cachexie, d Wxie, de diabete et 
d hyperhpidenue, et actifs dans le traitement des maladies associees a des troubles de 
la production de la leptine, notamment en cas d'hypogonadisme 

v»>* a , U P ^ Sente inVenti0D 3 dement Pour objet un procede pour 
1 etude de la capacite d'un ligand des recepteurs des chimiokines exprimes par les 
adipocytes, a modifier la production de leptine par lesdits adipocytes, caracterise en ce 
qu u comprend : 

- la mise en contact du ligand a etudier avec des adipocytes et 
ou chimiques. " * " Pr ° dUCti ° n * ^ ^ physi < Ues 
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Cette detection peut etre realisee par tout moyen classiquement 
utilise notamment par one methode mdioimmunologique [RIA {Radio-lmmuno- 
Assay)]. 

. Un teI Proc ^ P ermet de selectionner des ligands specifiques des 

different* recepteurs des ciumiokines exprimes dans les adipocytes, lesdits ligands 
agissant sur la production de leptine par lesdits adipocytes et de mettre au point des 

medtcaments actifs dans le traitement des troubles de la regulation de la masse 
adipeuse, notamment en cas ^ ^ ^ ^ 

d hyperl, pi demie, et actifs dans le traitement des maladies associees a des troubles de 
la production de la leptine, notamment en cas d'hypogonadisme. 

Selon 1'invention, pour la mise en ceuvre desdits precedes, on utilise 
des preadipocytes et des adipocytes issus du tissu adipeux blanc ou brun, humain ou 
munn ou des lignees cellulaires de preadipocytes, comme par exemple les lignees 
ceUulaues de preadipocytes Wanes de souris 3T3-L1 (Green H. et al. (1974), Cell 1 
113-116; souche ATCC CCL-92.1, mouse embryo, substrain of 3T3 deposee i 
1 American Type Culture Collection (ATCC)] et 3T3- F442A (Green H. et al. (1976) 
Cel 7, 105-113) et les lignees cellulaires de preadipocytes bruns humains PAZ-6 
(Zi berfarb V. et al. (1997), 1 Cell Sc., 110, 801-807 ; souche 1-1531 deposee a 
Collection Nationale de Cultures et de Micro-organismes (CNCM) de I'Institut 
.Pasteur), 

De preference, on utilise des preadipocytes et des adipocytes issus du 
tissu adipeux blanc humain. 

, vcc U Pr&ente bvention *» ^ outre, pour objet une trousse de detection 

de 1 affinite eventuelle d'un ligand pour les recepteurs des chimiokines exprimees par 
les preadipocytes et les adipocytes, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- des preadipocytes ou des adipocytes en culture, 

- un ou plusieurs ligands temoins et 

- des moyens de detection du complexe ligand-recepteur. 
Upresente invention a, en outre, pour objet une trousse deduction 

de la capacite d'un ligand des recepteurs des chimiokines exprimees par les adipocytes 
a modifier la formation des lipides dans lesdits adipocytes, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

- des adipocytes en culture, et 

" des moyens P our d « tect er les lipides formes dans lesdits 

adipocytes. 

La presente invention a, en outre, pour objet une trousse de detection 
de la capacite d'un ligand des recepteurs des chimiokines exprimes par les adipocytes, 
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a modifier ia production de leptine par lesdits adipocytes, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

- des adipocytes en culture, et 

- des moyens pour detecter la leptine produite par lesdits adipocytes. 
D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaissent 

dans la suite de la description et des exemples illustres par les figures dans lesquelles : 

- la figure 1 iUustre I'expression des ARNm des chimiokines dans les 
preadipocytes et les adipocytes blancs humains ; la detection est realisee par RT-PCR 
selon le mode operatoire decrit dans l'exemple 1. Les preadipocytes et les adipocytes 
blancs humains sont cultives en l'absence (-) ou en presence (+) d'isoprotenerol 1 uM 
pendant 18 heures ; MP-lcc (macrophage inflammatory protein la) ; MCP-1 
(monocyte chemotactic protein). 

• la figure 2 illustre I'expression des ARNm des recepteurs de 
chimiokines dans les preadipocytes et les adipocytes blancs humains ; la detection est 
realisee par RT-PCR selon le mode operatoire decrit .dans l'exemple 1. Les 
preadipocytes et les adipocytes blancs humains sont cultives en l'absence (-) ou en 
presence (+) d'isoprotenerol 1 uM pendant 18 heures ; IL-8 (interleukine 8), MCP-1 
(monocyte chemotactic protein), MP-lcc (macrophage inflammatory protein la). 

• la figure 3 represente I'expression des recepteurs de chimiokines 
dans les adipocytes blancs humains detectee par immunocytochimie selon le mode 
operatoire decrit dans l'exemple 1 ; CXCR1 et CXCR2 sont des recepteurs de IL-8 
(interleukine 8), CCR2 est le recepteur de MCP-1 (monocyte chemotactic protein) et 
CCR5 est le recepteur de MlP-lct (macrophage inflammatory protein 1) 

- la figure 4 represente l'effet des chimiokines sur I'accumulation des 
lipides dans les adipocytes blancs primaires humains. Les adipocytes blancs humains 
sont cultives soit en l'absence de chimiokines, soit en presence de IL-8 (interleukine 
8), de MCP-1 (monocyte chemotactin protein) ou de MDP-la (macrophage 
inflammatory protein la) a 50 nM ; la formation des lipides est mesuree apres 12 
jours de culture. Les resultats sont exprimes comme la moyenne ± erreur standard a la 

30 moyenne (s.e.m.) de 5 ou 6 experiences. 

- la figure 5 represente l'effet des chimiokines sur la production de 
leptine par des adipocytes blancs primaires humains. Les adipocytes blancs humains 
sont cultives soit en l'absence de chimiokines (-■-), soit en presence de IL-8 (-*- 
interleukine 8) a 100 nM, ou de MCP-1 (-m-monocyte chemotactin protein) a 100 nM 
ou de MlP-la (-fi- macrophage inflammatory protein la) a 100 nM ; la production de 
leptine est mesuree apres 4, 8 et 12 jours de culture. Les resultats sont exprimes 
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e C n 0I ^Hcar yenne * * * m ° yenne ^ rtalisee 

EXEMFLE1: Materiel etmethodes mis en oeuvre pour etudier 

dT D P or 0n H, deS C ^ l0kineS Ct ^ ^ r£CCpteU " da0S ,es P-dipocytes et les 
adipocytes blancs humains. 

1 . Cultures cgjlujajffis : 

a) Prtadippcytes : le tissu adipeux omental est obtenu de sujets sains 
ayant subi une chixurgie esthetique. Le tissu est coupe en petits morceaux et digere 
•0 pendant 1 heure a 37»C par de la collagenase de type 2 (Worthington) a une 
concentration de 1 mg/ml. Apres digestion, le tissu est filtre sur un filtre de nylon, et 
les pread Ip ocytes sont isoles par centrifugation a 200 g pendant 10 minutes. Le culot, 

ZrTT l Z Pr ' adip ° Cytes ' est ™ tmnpoo contenant : N^Cl 154 mM, 

KHC0 3 10 mM et EDTA 0,1 mM afin d'eliminer les globules rouges. 
15 b) adipocytes : les preadipocytes obtenus sont mis en culture jusqu'a 

confluence dans un melange (1:1) de Ham's F12/DMEM (Dubelcco >s modified Eagles 
medium ; Gibco-BRL) supplement* avec du tampon Hepes 20 mM (Gibco-BRL) 5 % 
de serum de veau foetal decomplemente (Gibco-BRL) et des antibiotiques. Lorsque les 

20 I ! 7 ^ C ° nflUenCe ' eUeS ^ *»» ™ »** ^PPlemente 

avec de la botme (33 uM, Sigma), du panthotenate (18 uM, Sigma), de la 
^odothyronine (T3, 1 nM, Sigma), de 1'insuline (85 nM, Sigma), de la 
dexamethasone (1 fiM, Sigma), de la 3-isobutyM-methyl-xanthme (250 nM, Sigma) 
et de la naphUazol (1 uM, agoniste de PPR-* don du Dr. J. Duhault, IRIS France) Les 

25 l^uT maintenUeS ^ CC ^ ***** 12 J0UrS ChangCant IC tOUS 
„ . 2. Marquage au ffi/ * e rf q e t quantification ^ dansjgl 

Cellules adip nrytAe • 5 

La ^ onde ^i?^aestprepareeselonlamemodedecritepar 
Rannrez-Zacarias J.L. e , (I9 92), Histochemistry, 97, 493-497. Six plaques multi- 
30 puns sont lavees 2 fois par du tampon PBS salin (phosphate buffered saline), fixees 
pendant 1 heure par une solution de formaline a 10 % dans le PBS, lavees avec de 
1 eau marquees pendant 2 heures par immersion complete dans une solution de Oil 
Red O. et rmcees deux fois avec de I'eau. L'exce* d'eau est evapore en plaeant les 

35 ST " J' L l C ° l0rant Wt CXtrait ^ 200 ^ d>alC001 ^ P* P"* et 
35 1 absorbance d'un abquot est mesuree immediatement a 492 nm. 

Les lipides (triglycerides) sont quantifies en utilisant des courbes de 
cakbnmon de trioleine (Sigma) selon la methode decrite par Ramirez-Zacarias J.L. 
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(Ramirez-Zacarias J.L. et al. (1992), deja cit6). 
3. RT-PCR : 

L'ARN total est extrait des adipocytes blancs primaires humains 
(passage 1-3) en utilisant l'agent d'isolement Trizol RNA (Gibco Life Sciences). 

20 ug d'ARN total sont traites par 6 U d'ADNase I sans ARNase 
(RQ1 DNase Promega) dans un milieu contenant du Tris-HCl 40 mM, a pH 9, NaGl 
10 mM, MgCl 2 6 mM, en presence de 2 U/ul d'inhibiteur d' ARNase (RNaseOUT, 
Gibco Life Sciences). 

L'ARN est ensuite extrait par un melange de phenol et de 
chloroforme, precipite par de l'ethanol, seche et suspendu dans l'eau. 

L'ADNc est prepare a parti de 2 fig d'ARN total sans ADN en 
utUisant la transcriptase inverse du Virus de Moloney de la leucemie murine 
(Superscript™ II, Gibco Life Sciences) selon les instructions du fabricant. 

Des temoins sans transcriptase inverse sont prepares afin d'exclure 
toute possibilite de contamination par l'ADN. 

100 ng d'ARN ainsi transcrits sont amplifies par I U de Taq 
polymerase (Gibco Life Sciences) dans un volume final de 30 ul de tampon 
contenant : Tris-HCl 20 mM a pH 8,0, KC1 50 mM, MgCl 2 1,5 mM, dNTP 250 uM et 
250 uM de sequences amorces sens et antisens specifique d'un gene dans un 
thermocycleur (GeneAmp PCR System 9600, Perkin-Elmer Cetus). 

Les produits d'amplification sont visualises apres electrophorese sur 
un gel d'agarose a 1,5 % par du BET (ethidium bromide). 

Pour la determination semi-quantitative des RT-PCRs, on realise 
1'analyse pendant la phase exponentielle de ^amplification. 

Les sequences amorces sens et antisens sont les suivantes : 

- cyclophiline : SEQ ID N° 1 et SEQ ID N° 2 ; 

- interieukine-8 : SEQ ED N" 3 et SEQ ID N° 4 ; 

- MlP-la : SEQ ID N° 5 et SEQ ID N° 6 ; 

- MCP-1 : SEQ ID N° 7 et SEQ ID N° 8 ; 

- CXCR1 : SEQ ID N° 9 et SEQ ID N° 10 ; 

- CXCR2: SEQ ID N° 1 1 et SEQ ID N° 12 ; 

- CCR1 : SEQ ID N° 13 et SEQ ID N° 14 

- CCR2 : SEQ ID N° 15 et SEQ ID N° 16 

- CCR4 : SEQ ID N° 17 et SEQ ID N° 18 

- CCR5 : SEQ ID N° 19 et SEQ ID N° 20 

- CCR9/10 : SEQ ID N° 21 et SEQ ID N° 22 ; 
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4 " Cara ^risation rie l'exnre^mn de s ARNm He. „w r ~,„ rnr 
immunocvtochimie : ' 

Les cellules sent fixees dans du paraformaldehyde a 4 % pendant 15 
minutes, traitees {quenching) par une solution de glycine 0,1 M dans du PBS 
{phosphate buffer saline) et permeabilisees par du PBS contenant 0,2 % de BSA 
{bovine serum albumin) et 0,05 % de saponine. Apres plusieurs lavages, les cellules 
sont traitees par du PBS contenant 10 % de FCS (fetal calf serum). 

Ensuite les cellules sont incubees pendant une nuit, soit avec des 

^T J ., m ° nOCl0naUX *** C ° ntre CXGR1 ' CXCR2 * CXCR4 > CCR2 et 

CCR* (d^ution 1 :100, R&D), soit avec des anticorps polyclonaux dixiges contre 
CCR4 (dilution 1 : 1 00, Santa Cruz). 

Finalement les cellules sont incubees avec un anticorps secondaire 
conjugue avec un chromophore (isothiocyanate de fluoresced (FITC) ou Cy3) dans 
le meme tampon pendant 1 heure, puis lavees abondamment avant d'etre montees. 

Les temoins sont prepare* en omettant les anticorps primaires et en 
les remplacant par des anticorps mohoclonaux du meme isotype. 

(MRC !onn «• ?f m0nta8e CdlUleS S ° nt 6Xamin6es au "to****** a laser 
(MRC 1000 Biorad, Hercules^ CA, USA). 

5. Mesure de la prrtd,^,, de leotin* p ar i„. .a;^^ 
La leptine est mesuree dans le milieu de culture, par une methode 
radioimmunologique, selon la technique decrite par Ma Z. et al, (1996), Clinical 
chemtstry, 42, 942-946), a 1'aide du kit de chez Linco Research Inc. (St Charles, MO, 
UbA) en suivant les instructions du fabricant. 

La limite de detection de la methode est de 0,5 ng/ml. 

EXEMPLE 2 : Expression des ARNm des chimiokines dans les 
preadipocytes et les adipocytes Wanes humains. 

Le mode operatoire est celui decrit dans l'exemple 1. 
Les resultats sont illustres a la figure 1. 

U cyclophiline est utilisee comme temoin de l'expression des 

AKJNm totaux. 

L'expression de MCP-1 n'est pas modifiee pendant la differenciation 
adipocytaire alors que l'expression de l'IL-8 et de MEMa est diminuee dans les 
adipocytes comparativement aux preadipocytes. 

^isoproterenol stimule l'expression de 1TL-8 dans les adipocytes 
mais est sans effet sur celle de l'IL-8 dans les preadipocytes. 

^isoproterenol est sans effet sur l'expression de MIP-la et de 
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MCP-1, aussi bien dans les preadipocytes que dans !es adipocytes. 

EXEMPLE 3 : Expression des ARNm des recepteurs des 
chimiokines dans les adipocytes blancs humains. 

Le mode operatoire est celui decrit dans l'exemple 1 . 

1 . dans les preadipocyte.s : les resultats sont illustres dans la figure 2 
et dans le tableau I ci-apres. 

Les recepteurs CXCR1 et CCR2 ne sont pas exprimes dans les 
preadipocytes blancs humains. 

Les recepteurs CXCR2, CCR4 et CCR5 sont faiblement exprimes 
dans les preadipocytes blancs humains. 

Les recepteurs CCR1 et CCR9/1 0 sont fortement exprimes dans les 
preadipocytes blancs humains. 

L'isoprotenerol stimule l'expression des recepteurs CXCR1, CXCR2, 
CCR2 et CCR5 dans les preadipocytes blancs humains, mais est sans effet sur 
l'expression des autres recepteurs. 

2. dans les adipocytes : les resultats sont illustres dans les figures 2 
et 3 et dans le tableau I ci-apres. 

Tous les recepteurs CXCR1, CXCR2, CCR1, CCR2, CCR4, CCR5 
et CCR10 sont fortement exprimes dans les adipocytes blancs humains. 

L'isoprotenerol est sans effet sur l'expression des differents 
recepteurs de chimiokines dans les adipocytes blancs humains. 

L'expression des recepteurs CXCR1, CXCR2 et CCR5 est limitee 
aux adipocytes completement differencies puisqu'elle est life a la presence de 
gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme (figure 3). 

L'expression des recepteurs CCR2, en revanche, apparait dans les 
cellules sans gouttelettes lipidiques mais seulement apres raise en culture dans le 
milieu de differentiation. 

L'expression du recepteur multifonctionnel CXCR4, recepteur de 
SDF-la (stromal cell derivated factor), est egalement limitee aux adipocytes 
completement differencies puisqu'elle est lite 4 la presence de gouttelettes lipidiques 
dans le cytoplasme (tableau 1). 
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TABLEAU I 



ST™ 5 T""*™ 

CXCR2 IL-8.NAP-2, + ++ 

GROa, ENA-78 

CXCR4 SDF-la + 

CCR1 MEP-la, RANTES + + 

MCP-3 

CCR2 MCP-1,2,3,4,5 - ++ 

CCR4 MEP-la, RANTES + ++ 

TARC, MDC 

CCR5 MEP-la,p, RANTES + ++ 

CCR10 MCP-U ++ ++ 

EXEMPLE 4 : Effet des chimiokines sur la formation de lipides 
dans les adipocytes. 

Les lipides sont mesures selon la technique decrite dans l'exemple 1. 
Les resultats sont illustres a la figure 4. 

IL-8 diminue de maniere significative la fonnation des lipides dans 
les adipocytes apres 12 jours de culture ; l'inhibition est en moyenne de 22*% ± 6, 
avec un taux d'inhibition maximale de 41 %. 

MEP-la diminue la fonnation des lipides dans les adipocytes apres 
12 jours de culture; l'inhibition est en moyenne de 21 % ± 9, avec un taux 
d ■ inhibition maximale de 47 %. 

MCP-1 diminue egalement de maniere significative la formation des 
lipides dans les adipocytes apres 12 jours de culture ; l'inhibition est en moyenne de 
23 % ± 7, avec un taux d'inhibition maximale de 47 %. 

Cet effet inhibiteur apparait des la concentration de 10 nM. 

De plus la diminution du taux de lipides induite par les chimiokines 
est liee a Petal de maturation des adipocytes ; en effet dans des cultures qui 
contiennent de nombreuses cellules avec des grandes vacuoles lipidiques les 
chimiokines induisent une diminution allant jusqu'a 59 % pour IL-8, 52% pour MIP- 
laet 53% pour MCP-1. • 

EXEMPLE 5 : Production de leptine par des adipocytes blancs 
primaires difTerencies in vitro 

La leptine est mesuree selon le mode operatoire decrit dans 

l'exemple 1. 
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Les resultats sont donnes & la figure 5. 

La production de leptine par les adipocytes augmente lors de la 
differenciation et cet effet n'est pas modifie par 1'addition de IL-8 ou de MCP-1 dans 
le milieu de culture, quelque soil le stade de differenciation. 

En revanche 1'addition de MIP-1 a augmente d'environ 50 % et ce de 
maniere significative, les taux de leptine, a tous les stades de differenciation. 

Ces resultats suggerent que les chimiokines pourraient jouer un role 
important dans la regulation de la biologie des adipocytes et que les agonistes et les 
antagomstes des recepteurs de chimiokines pourraient etre utiles pour la preparation de 
medtcaments utiles pour le traitement des troubles de la regulation de la masse 
adipeuse, notamment en cas d'obesite, de cachexie, d'anorexie, de diabete et 
d'hyperlipidemie et au traitement des maladies associees a des troubles de la 
production de leptine, notamment en cas d'hypogonadisme. 
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REVENDICATIONS 



1) Utilisation des agonistes et des antagonistes des recepteurs de 
chimiokines pour la preparation de medicaments utiles dans le traitement des troubles 
de la regulation de la masse adipeuse et dans le traitement des maladies associees aux 
troubles de la production de leptine. 

2) Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que les 
agonistes et les antagonistes sont choisis dans le groupe constitue par les agonistes et 
les antagonistes des recepteurs CXCR des a-chimiokines. 

3) Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que 
on utilise des agonistes et des antagonistes des recepteurs de I'IL-8. 

4) Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que les 
agomstes et les antagonistes sont choisis dans le groupe constitue par les agonistes et 
les antagonistes des recepteurs CCR des p-chimiokines. 

5) Utilisation selon la revendication 4 caracterisee en ce que 1'on 
utilise des agonistes et des antagonistes choisis dans le groupe constitue par les 
agomstes et les antagonistes des recepteurs de MlP-la ou MCP-1 . 

6) Utilisation selon 1'une quelconque des revendications 1 a 5 
caracterisee en ce que le trouble de la regulation de la masse adipeuse est choisi dans' 
le groupe constitue par 1'obesite, la cachexie, 1'anorexie, le diabete et Fhyperlipidemie 
et la maladie associee aux troubles de la production de leptine est rhypogonadisme. 

7) Precede de detection de la capacite d'une molecule a se comporter 
comme un ligand vis-a-vis des recepteurs de chimiokines, caracterise en ce qu'il 
comprend : H 

- la mise en contact de la molecule avec des preadipocytes ou des 
adipocytes portant des recepteurs de chimiokines, dans des conditions qui permettem 
la formation d'une liaison entre au moins un recepteur des chimiokines et ladite 
molecule, des lors qu'elle s'avererait efFectivement posseder une affinite pour ce 
recepteur, et y 

- la detection de la formation d'un complexe du type tigand-recepteur 
par des moyens physiques ou chimiques. 

8) Precede pour l'etude des recepteurs des chintiokines exprimes par 
les preadipocytes et les adipocytes, caracterise en ce qu'il comprend : 

-la mise en contact deligands determines avec des preadipocytes ou 

des adipocytes, et 

- la detection de la formation d'un complexe du type ligand- 
recepteur par des moyens physiques ou chimiques. 
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9) Precede pour I'etude de la capacite d'un ligand des recepteurs des 
chrauokmes exprimes par les adipocytes, a modifier ^accumulation des lipides dans 
lesdits adipocytes, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la raise en contact du ligand a etudier avec des adipocytes et 

• la detection de la formation des lipides dans lesdits adipocytes, par 
des moyens physiques ou chimiques. 

10) Precede pour I'etude de la capacite d'un ligand des recepteurs 
des chumokines exprintes par les adipocytes, a modifier la production de leptine pax 
lesdits adipocytes, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la raise en contact du ligand a (Studier avec des adipocytes et 

- la detection de la production de leptine par des moyens physiques 
ou chimiques. * 

11) Precede selon Tune quelconque des revendication 7 a 10 
caracterise en ce que les preadipocytes et les adipocytes sont issus du tissu adipeux' 
blanc hun^in. 

12) Trousse de detection de I'affinite eventuelle d'un ligand pour les 
recepteurs des chimiokines exprimees par les preadipocytes et les adipocytes, 
caractmsee en ce qu'elle comprend: 

- des preadipocytes ou des adipocytes en culture, 

- un ou plusieurs ligands temoins et 

- des moyens appropries pour la detection du complexe ligand-recepteur. 

13) Trousse de detection de la capacite d'un ligand des recepteurs 
des chumokines exprimees par les adipocytes, a modifier la formation des lipides dans 
lesdits adipocytes, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- des adipocytes en culture, et 

- des moyens pour detecter les lipides formes dans lesdits adipocytes. 

14) Trousse de detection de la capacite d'un ligand des recepteurs 
des chumokines exprimes par les adipocytes, a modifier la production de leptine par 
lesdits adipocytes, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- des adipocytes en culture, et 

- des moyens pour detecter la leptine produite par lesdits adipocytes. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> CENTRE NATIONAL DE LARECHERCHE SCIENTIFIQUE 
GERHHARDT, Cinderella 
ROMERO-ROMERO, Ignacio-Andres 
STR0S3ERG, Donny A. 

<120> MEDICAMENTS UTILES POUR LE TRAITEMENT DES TROUBLES DE 
LA REGULATION DE LA MASSE ADIPEUSE ET LES MALADIES 
ASSOCIEES AUX TROUBLES DE LA PRODUCTION DE LEPTINE 

<130> 644FR42 

<140> 
<141> 

<160> 22 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 1 

agcactggag agaaaggatt 20 

<210> 2 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 2 

ggagggaaca aggaaaacat 20 

<210> 3 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<<400> 3 

ttggcagcct tcctgatt 18 



<210> 4 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 4 

aacttctcca caaccctctg 

<210> 5 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 5 

gtcatcttcc taaccaagcg 

<210> 6 
<21X> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 6 

tgtggctgtt tggcaacaac 

<210> 7 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 7 

caatcaatgc cccagtcac 

<210> 8 
<2U> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 8 

gattcttggg ttgtgggagt g 

<210> 9 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielle : AMORCE 
<400> 9 

ccattgctga aactgaagag g 

<210> 10 
<2L1> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : AMORCE . 
<400> 10 

ttgtttggat ggtaagcctg g 

<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 11 

cgaaggaccg tctactcatc 



<210> 12 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: AMORCE 
<400> 12 

agtgtgccct gaagaagagc 

<210> 13 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 13 

acgaaagcct acgagagtg 

<210> 14 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : AMORCE 
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<400> 14 

ggtgaacagg aagtcttgg 19 

<210> 15 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 15 

gattacggtg ctccctgtc 19 

<210> 16 
<211> 21 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 16 

gccacagaca taaacagaat c 21 

<210> 17 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 17 

agcacttgtt atactgagcg 20 

<210> 18 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de. la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 18 

ccaccacggc aaagatcatc 20 

<210> 19 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 



WO 00/66149 
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<400> 19 

gacaaactct cccttcactc 



<210> 20 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 20 

acaagtctct cgcctggttc 



<210> 21 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : AMORCE 
<400> 21 

agagcctgct ccttgctac 

<210> 22 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 

<300> 

<400> 22 

agcctcacca agacacaac 
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